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© Beschrieben sind galenische waflrige Formulierungen von Proteinen mit Erythropoietin-Wirkung, insbesonde- 
re von humanem nativem und von rekombinantem humanem Erythropoietin (EPO). Hochgereinigtes EPO ohne 
Fremdproteine Oder andere ubliche Stabilisatoren behalt in einem physiologisch vertraglichen waflrigen 
Phosphatpuffer, der ein physiologisch vertragliches Alkalimetallhalogenid aber sonst keine stabilisierenden 
ZusStze enthalt, und einen pH-Wert von 6 bis 8 aufweist. bei Raumtemperatur fOr mindestens 1 Jahr mindestens 
etwa 78 % seiner ursprUnglichen Aktivitat. In dieser galenischen waflrigen Formulierung sind die Praparate 
insbesondere zur subkutanen Oder intramuskularen Verabreichung geeignet 
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Die Erfindung betrifft galenische waflrige Formuiierungen von gereinigten Erythropoietin, insbesondere 
von humanem nativem und von rekombinantem humanem Erythropoietin (rh EPO). Die Formuiierungen der 
Erfindung - ohne Fremdproteine, Zucker, Aminosauren oder andere ubliche Stabilisierungsmittel - behalten 
bei einer Temperatur von 4-8* C fur mindestens 1. Jahr mindestens etwa 78 % ihrer ursprunglichen 
5 Aktivitat. 

Erythropoietin (EPO) ist ein Glykoprotein mit 166 Aminosauren, 3 Glykosylierungsstellen an den 
Aminosaure-Positionen 24, 38 und 83 und einem Molekulargewicht von etwa 34 000. EPO laflt sich 
entweder aus naturlichen Quellen, wie menschlichem Urin isolieren (vgl. z.B. Miyake et al., J. Biol. Chem., 
Bd. 252 (1977), 5558-5564) oder es kann durch gentechnologische Verfahren hergestellt werden (vg!. z.B. 
10 EP-A 0148 605 und 0 267 678). Waflrige Losungen yon Erythropoietin sind bei Temperaturen von etwa 
3* C bis Raumtemperatur instabil. 

Patienten mit Niereninsuffizienz konnen kein EPO bilden und leiden daher an einer Anamie. Versuche, 
diese EPO-Unterversorgung durch Verabfolgung von EPO Zu komplettieren und die Symptome der Anamie 
zu verringern, sind bereits erfolgreich gewesen. Weitere klinische Anwendungen bestehen in der Verabrei- 
is chung von hEPO bei iatrogener Anamie nach Chemotherapie oder Strahlentherapie maligner Erkrankungen. 

Eine Einzeldosis von EPO betragt nur wenige Mikrogramme. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit nach 
i.v.- Verabreichung konnen physiologische Plasma-Spiegel am besten durch subkutane Injektion erreicht 
werden. 

Die bisher vorgeschlagenen oder verfugbaren gafenischen Formuiierungen von Erythropoietin enthalten 
20 Detergens-, und/oder Protein-, Zucker- bzw. Polyalkoholzusatze, die einerseits EPO stabilisieren und 
andererseits die Adsorption des EPO an die Innenwand des Aufbewahrungsbeha Iters (d.h. der Ampulle) 
verhindem sollen (EP-B-0 178 576; EP-A-0 178 665; G. Krystal et al., Blood Bd.67 (1986), 1, 71 - 79). 
Subkutane oder i.m. Applikation von solchermaflen stabilisiertem EPO fuhrt zu lokalen Entzundungen unter 
Bildung von Granulomen. Nach bekannten Verfahren hergestelltes hochreines EPO (EP-A-0 236 059; US-A 
25 4.667.159, PCT/US 86/01342 (= WO 86/07594)) verlor innerhalb einer Woche mehr als 25 % seiner 
Aktivitat bei Lagerung bei 24* C. Aus der EP-B-0 178 576 ist ferner eine Losung von humanem Erythropoie- 
tin, das mit 1i C-Formaldehd reduktiv methyliert wurde. in PBS bekannt; vgl. Experiment 1 und 2. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde. galenische wafirigen Formuiierungen von gereinigtem 
Erythropoietin bereitzustellen. die frei von den ublichen stabilisierenden Zusatzen sind und trotzdem eine 
30 ausreichende Stabilitat bei Temperaturen von etwa 3* C bis Raumtemperatur aufweisen, und sich insbeson- 
dere zur subkutanen bzw. intramuskularen Applikation eignen. 

Uberraschenderweise wurde gefunden. dafl gereinigtes Erythropoietin (etwa 99%-ig rein), insbesondere 
gereinigtes natives Oder rekombinantes humanes Erythropoietin, in einem physiologisch vertraglichen 
wafirigen Phosphatpuffer vom pH-Wert 6 bis 8, der ein physiologisch vertragliches Alkalimetallhalogenid. 
35 aber sonst keine stabilisierenden Zusatze enthalt in versiegelten Reagenzglasern oder Glasampullen uber 
lange Zeit bei Temperaturen von 4 bis 8* C stabil ist. 

Die Erfindung betrifft somit galenische waflrige Formuiierungen von gereinigtem Erythropoietin in einem 
physiologisch vertraglichen wafirigen Phosphatpuffer vom pH-Wert 6 bis 8, der ein physiologisch vertragli- 
ches Alkalimetallhalogenid, aber sonst keine stabilisierenden Zusatze enthalt. Besonders bevorzugt ist ein 
40 Puffer aus 50 mM Natriumphosphat 100 mM NaCI, pH 7,8. Die Konzentration des Erythropoietins in der 
wafirigen PufferlSsung betragt 50 - 1000 ug pro ml Pufferlosung. 

Beispiele fur physiologisch vertragliche waflrige Phosphatpuffer sind Natriumphosphatpuffer und Kaii- 
umphosphatpuffer, vorzugsweise Natriumphosphatpuffer. Beispiele fur physiologisch vertragliche Alkalime- 
tallhalogenide sind Natriumchlorid und Kaliumchlorid, vorzugsweise Natriumchlorid. Ein bevorzugter 
45 Phosphatpuffer ist ein Puffer mit 50 mM Natriumphosphat 100 mM NaCI, pH 7,8. Dieser Puffer wird 
abgekurzt auch als PBS bezeichnet. Die wafirigen Losungen des Erythropoietins in PBS sind sehr gut zur 
subkutanen oder intramuskularen Applikation geeignet. 

Die Erfindung betrifft zusatzlich die Verwendung der galenischen wafirigen Formuiierungen zur Herstel- 
lung von injektionsprSparaten zur subkutanen oder intramuskularen Applikation. Besonders bevorzugt ist die 
so subkutane Verabreichung, weil sie gegenuber den bekannten Formuiierungen, die mit Proteinen stabilisiert 
sind, keine Reizungen und entzundlichen Schmerzen verursacht. Dies haben klinische Versuche ergeben. 
Die Beispiele erlautern die Erfindung • 

Beispiel 1 

55 

Reinigung von rh EPO 

Die Reinigung von rh EPO erfolgte ausgehend von serumhaltigem oder serumfreiem Medium, das 
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durch rh EPO produzierende animate Zellen konditioniert war, nach dem in der EP-A 0 267 678, Seite 6, 
Zeile 45, bis Seite 9, Zeiie 5. beschriebenen Verfahren. Das Verfahren umfaflt 

(1) die Klarung, das Konzentrieren und die Dialyse des Kulturmediums, 

(2) die lonenaustauschchromatographie, 

5 (3) die praparative "reverse phase HPLC" und 

(4) die Gelfiltrationschromatographie. 

Zur Gelfiltrationschromatographie wurde die Saule mit PBS, d.h. 50 mM Natriumphosphatpuffer, 100 
mM NaCI, pH 7,8 aquilibrieit Mit dieser Pufferlosung wurde rh EPO in einem einzigen symmetrischen Peak 
eluiert (Messung des Eluats bei 280 nm). Das erhaltene rh EPO war mindestens 99%-ig rein gemafl SDS- 
w PAGE. * 

(5) Verdunnung 

Die vereinigten rh EPOFraktionen des Gelfiltrationsschritts (4) hatten einen Gehalt von 0,1 - 0,8 mg 
EPO pro ml und wurden mit dem Natriumphosphat-Natriumchloridpuffer (PBS) pH 7,8 in Einzeldosen zu 
100 ug/ml abgefullt. 

15 

Beispiel 2 

Prufung der Stabilitat 

20 Die Stabilitat der gemafl Beispiel 1 erhaltenen PBS-L6sung von rh EPO wurde nach Lagerung der 
Einzeldosen in sterilen Glasrohrchen im Vergleich mit verschiedenen Stabilisatoren gepruft. Die Aktivitat 
des rh EPO wurde durch 3 T-Einbau in mit Phenylhydrazin behandelten Milzzellen der Maus in ublicher 
Weise gemessen. Die nachfolgend in der Tabelle dargestellten Daten sind bezogen auf die Ausgangsaktivi- 
tat des eingesetzten rh EPO = 100 %. 

25 

(a) Lagerung bei* 4 - 8°C 

Stabilisator Menge an Stabilisator % AJctivi- 

(Gew,/Gew. relativ zu tat nach 
EPO) bezogen auf 100 /x? 12 Monaten 
EPO/ml PBS 

35 PBS allein - 78,5 

PBS + Sorbit 5000 51 

PBS + Glycerin 6150 0 
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45 



50 
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PBS + Haemaccel* 100 68 



(b) Lagerung bei 37 °C (beschleunigter Test) 

Stabilisator Menge an % Aktivitat nach Monaten 

Stabilisa- 







tor 


1 


2 


3 


6 


PBS 


allein 




86,3 


39 


11,2 


9,9 


PBS 


+ Sorbit 


5000 


33,5 


10,7 


5,1 


0 


PBS 


+ Haemaccel 


100 


42 


14,8 


6,0 


5,1 



Anm. : Haemacer ist eine abgebaute Gelatine 



Aus den Tabellen ist die ubenraschend bessere Stabilisierung von rh EPO in PBS (pH 7,8) ohne 
weiteren Zusatz eines Stabilisators ersichtlich. 
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Patentanspruche 

1. Galenische waflrige Formulierungen von gereinigtem Erythropoietin in einer physiologisch vertraglichen 
waflrigen Pufferldsung vom pH-Wert 6 bis 8, die ein physiologisch vertragliches AlkaJimetallphosphat 
und Alkalimetallhalogenid, aber sonst keine stabilisierenden Zusatze enthalt. 

2. Formulierung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dafl die waflrige Pufferlosung aus 50 mM 
Natriumphosphat, 100 mM NaCI, pH 7.8, besteht. 

3. Formulierung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafl das Erythropoietin humanes 
natives oder rekombinantes Erythropoietin ist. 

4. Formulierung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daJ3 die Konzentration des 
Erythropoietins 50 - 1000 tig pro ml Pufferlosung betragt. 

5. Verwendung einer waflrigen Formulierung von gereinigtem Erythropoietin gemafl einem der Anspruche 
1 bis 4 zur Herstellung von Injektionspraparaten. 

6. Verfahren zur Herstellung einer stabilen galenischen Formulierung von Erythropoietin nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafl Erythropoietin einer Reinheit von £ 99 % in einer physiologisch vertragli- 
chen waflrigen Pufferlosung vom pH-wert 6 bis 8 gel6st wird. wobei besagte Pufferlosung ein 
physiologisch vertragliches Alkalimetallphosphat und Alkalimetallhalogenid. aber sonst keine stabilisie- 
renden Zusatze enthalt. 

PatentansprUche fUr folgende Vertragsstaaten: ES, GR 

1. Verfahren zur Herstellung einer stabilen galenischen Formulierung von Erythropoietin (EPO). dadurch 
gekennzeichnet dafl EPO einer Reinheit von £ 99 % in einer physiologisch vertraglichen waflrigen 
Pufferlosung vom pH - Wert 6 bis 8 gelost wird. wobei besagte Pufferlosung ein physiologisch 
vertragliches Alkalimetallphosphat und Alkalimetallhalogenid, aber sonst keine stabilisierenden Zusatze 
enthalt. 

2- Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die waflrige Pufferlosung aus 50 mM 
Natriumphosphat, 100 mM NaCI. pH 7.8 besteht. 

a Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. dafl das EPO humanes natives 
oder rekombinantes EPO ist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, dafl die Konzentration des EPO 
50 - 1000 ug pro ml Pufferlosung betragt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet. dafl die galenische Formulie- 
rung zur Injektion vorbereitet ist. 
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